WO 2004/087946 



1 



PCT/DE2004/000674 



Verfahren zum Nachweis posttrfenslationaler Modifizierungsaktivitaten und Geratesy- 
steme zur Realisierung des Verfahrens 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum qualitativen Nachweis posttranslationaler Modifizie- 
rungsaktivitaten, das heifit den Nachweis der enzymatischen Aktivitaten die durch Bildung 
spezifischer Gruppen, wie die Phosphat-Gruppe, die bereits synthetisierten Proteine modifi- 
zieren und deren Funktion verSndern. 

Die Ursache'fur die Entstehung gravierender Krankheiten, wie Krebs, Diabetes, Arthritis, 
Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Bluthochdruck und Schlaganfalle sind veranderte Protein- 
Aktivitaten. Die Erfindung stellt ein schnelles, hochsensibles und effizientes Verfahren zum 
Nachweis der verschiedenen Typen der posttranslationalen Aktivitaten dar. Mit dem erfin- 
dungsgemaBen Verfahren und den GerStesystemen wird im Bereich der biologischen Multi- 
detektionssysteme ein wesentlicher Beitrag zum Hochdurchsatz erforderlicher Tests geleistet. 

Bevor zum Stand der Technik nahere Ausfuhrungen erfolgen, soil einleitend festgestellt wer- 
den: 

Systeme ufid Methoden zum schnellen Nachweis von Analyten mit biologischen Aktivitaten, 
insbesondere in kleinen flussigen Proben, haben eine hohe medizinische und pharmazeutische 
Bedeutung sowie Bedeutung im Umweltschutz. Eine der umfassendsten und bedeutersten 
Gruppen der zelluiaren Aktivitaten, die fur die Pharmaka-Entwicklung besonders wichtig 
sind, sind die Aktivitaten, die in der posttranslationalen Modifizierung wirken. Die Folgen 
dieser Aktivitaten, die fur jede lebende Zelle charakteristisch sind, sind die veranderten funk- 
tionellen Eigenschaften der modifizierten EiweiBe (Proteine). Die Hauptmechanismen der 
posttranslationalen Modifizierung der Proteine oder Polypeptide sind Phosphoryllierung, 
Metilierung, Prenilierung, Ubiquitinierung und Proteolyse. Verschiedene externe Bedingun- 
gen (Stimuli), wie Anwesenheit von Wachstumsfaktoren oder Entwicklung von pathologic 
schen ZustSnden, wie VerSnderungen in Zellzyklus und Wirkung von Toxinen, konnen vor- 
ubergehend den posttranslationalen Zustand mehrerer intrazellularer Komponenten veran- 
dcrn. Deshalb ist die schnelle Entwicklung von spezifischen und effektiven Hemmern oder 
Aktivatoren von bestimniten posttranslationalen Aktivitaten notwendig. Insofern ist die Ent- 
wicklung von entsprechenden Proben und Verfahren wichtig, die einen zuverlassigen und 
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empfmdlichen Nachweis dieser Aktivitaten in Multidetektionssystemen (Microarrays, Bio- 
chips) ermoglichen. 

Als Beispiel einer posttranslationalen Modifizierung dient die Phosphoryllierung- 
Dephosphoryllierung der Proteine durch Kinasen und Phosphathasen. Die Kinasen moditizie- 
ren die Proteine durch Bindung einer Phosphatgruppe (Phosphoryllierung) zu Aminosaure 
Reste, uberwiegend Serin, Threonin oder Tyrosin. Im Gegensatz dazu entfernen Proteine 
Phosphathasen, diese Phosphatgruppen kehren damit den Phosphoryllierungseffekt urn. Die 
Veranderungen im Phosphoryllierungszustand der Proteine regulieren enzymatische Aktivita- 
ten durch Lolcalisierung und molekulare Wechselwirkungen zwischen Proteinen in den leben- 
den Zellen. Die allgemeine Balance von Kinasen- und Phosphathasen- Aktivitaten in einer 
Zelle ist Grundlage des Proteinphosphoryllierungszustandes zu jedem Zeitpunkt. Die Wirkung 
von Protein Kinasen und Phosphathasen gehort allgemein betrachtet zu den wichtigsten re- 
gulatorischen Mechanismen der Protein-Funktionen. Die neusten Erkenntnisse und Analysen 
von Krankheiten, die auf genetische Defekte von Protein Kinasen hinweiseh, deuten auf ub.er 
400 spezifische Krankheitszustande hin, die mit veranderten Aktivitaten der Kinasen selbst in 
Verbindung zu sehen sind. i 

Da die abrformale Proteinphosphorylliening Ursache fur die Entstehung gravierender Krank- 
heiten wie Krebs, Diabetis, Arthritis, Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Bluthochdruck und 
Schlaganfalle ist, sind fur die pharmazeutische Industrie neue Verbindungen von Interesse, die 
in der Lage sind, Phosphoryllierungsaktivitaten der Protein Kinasen zu hemmen. 

Urn neue effektive Pharmaka zu entwickeln, mussen groBe Mengen von Verbindungen, die 
mit Hilfe von kombinatorischer Chemie synthetisiert sind, getestet werden. Fur diese Zwecke 
benotigt die Pharmaindustrie neue Technologien, die im „high-throughput" (Hochdurchsatz) 
Format erforderliche Tests ermoglichen. 

Auch um die Wirkung bereits entwickelter Pharmaka zu verbessern ist es notwendig zu pru- 
fen, inwieweit sie die Protein Kinasen und Phosphathasen Aktivitaten beeinflussen. Beispiel: 
Cyclosporin ist ein Immunsystemhemmer, ohne den keine Organtranspliantationen moglich 
waren. Erst neuere Studien haben gezeigt, dass die Wirkungsmechanismen dieses Mittels 
durch die Hemmung von Protein Phosphatase. PP2B funktioniert. 
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Zuna Stand der Technik ist auszufiihren. 

Die an sich bekannte Biochip-Technologie ist ein sehr efFizientes Verfahren, das die medizini- 
sche Diagnostik und die Entwicklung von Pharmaka revolutioniert. Mit Gen-Chips konnen z. 
B. komplette Transkriptionsmuster von Tumoren oder anderer Gewebe in einem Versuch er- 
fasst werden. Die Entwicklung und Herstellung von Gen-Chips hat bereits ein fortgeschritte- 
nes Stadium erreicht. Die veranderten Protein-Aktivitaten die, wie schon gesagt, die Ursache 
gravierender Krankheiten sind, konnen mit Hilfe von Gen-Chips nicht erforscht werden. Es ist 
daher notwendig, effiziente Proteih-Chip-Technologien zu entwickeln. (Verfahren zur 
schnellen Auswertung veranderter Protein-Aktivitaten im Multidetektionsformat). Aufgrund 
der hohen Komplexitat der Protein-Chip-Technologien, stehen diese Technologien gegenwar- 
tig nur bedingt zur Verfugung. 

Zum internationalen Stand der Technik: 

Die aktuelien Nachweismethoden von Kinasen-Aktivtaten basieren typischerweise auf Mes- 
sungen durch Einbau des radioaktiven Phosphats 32 P in Proteinsubstraten. Bei Anwendung 
dieser Methoden muss man sehr hohe Mengen von Radioaktivitat fur die Zellen verwenden, 
um den gesamten intrazellularen Pool von ATP zu markieren und die Radioaktivitatsmarkie- 
rung des Zielproteins zu sichern. Um die relative Phosphoryllierung des Zielproteins nachzu- 
weisen, mussen nach der Inkubierung von Zellen mit Testsubstanzen die Zellen zerlegt und 
das Zielprotein gereinigt werden. Diese Methode benotigt grofle Mengen von Zellen, langen 
Inkubierungszeiten und vorsichtige Behandlungsverfahren, um falsche Phosphoryllierungs- 
Dephosphoryilierungsergebnisse zu vermeiden. AuBerdem benOtigt ein solches Verfahren die 
Reinigung des Zielproteins. Da die Endphosphoryllierung des Zielproteins sehr niedrig sein 
kann, hat dieses Verfahren einen schlechten Wirkungsgrad. Besonders schwerwiegend fur 
Umwelt und Gesundheit ist der hohe Verbrauch von Radioaktivitat, die diese Methode in den 
Hochdurchsatz-Versuchen („high-throughput") notwendig macht. 

Alternative Methoden zu Bestimmung von Kinasen Aktivitaten sind solche, die auf Phospho- 
ryllierungsspezifischen Antikorpern basieren wie ELISA und Western Blots. Der Nachteil 
dieser Methode besteht darin, dass es schwierig und sehr kostenintensiv ist, die AntikSrper zu 
produzieren und zwischen phosphorylliertem und dephosphorylliertem Zustand des Proteins 
unterscheiden. 
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Die Massenspektrometrie (MALDI* und ESI) wurde bereits vor iiber 15 Jahren zur Bestim- 
mung von Primar Strukturen proteolysierter Protein-rFragmente angewandt. Theoretisch ware 
die Massenauflosung dieser Methode fiir den Nachweis von Phosphoryllierungen mit 
Massendifferenz 80 Da ausreichend. Allerdings ist aufgrund der Instability der Phosphat- 
Bindung und deren schrieller Abspaltung von Proteinresten wahrend des Messverfahrens die 
Anwendung von MALDI-MS fur den Phosphoryllierungsnachweis nur bedingt moglich. Oft 
tuhrt die massenspektrometrische Detektierung der Proteinphosphoryllierung zu falschen ne- 
gativen Ergebnissen. Daruber hinaus £ind Massenspektrometer extrem kostenintensiv. 

Aus dem Patent US 6,410,255 ist eine Methode bekannt, die es ermoglicht, Kinase-AktivitSt 
nachzuweisen. Diese Methode betrifft einen Sensor, der eine fluoreszierende Gruppe darstetlL 
die in einem Polypeptid zusammen mit einem Kinase-spezifischen Abschnitt und einem Pro- 
lease-empfindlichen Abschnitt eingebaut ist. Die Modifizierung der Proteine fiihrt zu veran- 
derter Zuganglichkeit der Spaltungsstelle der Proteasen und Abspaltung der fluoreszierenden 
Gruppe/ Diese wird mit Hilfe von einem Fluoreszentmikroskop detektiert. Zusatzlich zu Ki- 
nasen benotigt das Verfahren die Anwesenheit von Proteasen, zwischen deren eine Wechsel- 
wirkurig moglicherweise zu Artefakten fuhren kann. Nachteilig sind die hohe Kosten von 
Floureszentmikroskopen und die Notwendigkeit einer Fluoreszensmarkierung des Zielpepti- 
des. 

Abgesehen von den bisher erlauterten Nachteilen beim Nachweis von Aktivitaten der Kinasen 
und Phosphathasen kann zusammenfassend bis hierher festgestellt werden, dass nur begrenzte 
Moglichkeiten von schnellen Nachweisen dieser Aktivitaten in miniaturisierten Probevolumen 
mit Tausenden von Komponenten bestehen. 

Nun soil noch kurz auf die DE 100 51 252 Al mit dem Titel „Bio-Chip" eingegangen werden. 
Diese DE beschreibt ein Verfahren zum qualitativen und/oder quantitativen Nachweis eines 
Analyten, welcher polarisierende Molektile, insbesondere in molekularer Form geloste Bio- 
molekule, aufweist. Ein Sensor mit einer Vielzahl kleiner Messzel'len (< 1 mm 0), die jeweils 
einen Kondensator darstellen, weist eine bestimmte Kapazitat auf, soweit sich in den Mess- 
zellen ein Substrat befindet. Wird zusatzliches Material in der Form der nachzuweisenden 
Molektile auf das Substrat gebracht, so Sndert sich die Kapazitat des Kondensators. Die Kapa- 
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zitatsanderung steht im Zusanumenhang mit der Konzentration des Analyten. Probleme bei der 
Gewinnung genauer Messdaten werden beim Einbringen der bioaktiven Substanzen in die 
Messzellen.gesehen. Weiterhin ist ein feinxnechanisches System mit Federkontakten fur das 
Auswerten mit entsprechender Messelektronik mitunter auch der Anlass fur Messfehler. Eine 
rationelle Moglichkeit von schnellen Nachweisen ist nicht moglich. Diese Losung gemaB DE 
100 51 252 Al stellt ein Bio-Chip fur die Messungen von Proteinbindungen dar; der Nach- 
weis der posttranslationalen Modifizierungsaktivitaten ist nicht moglich. 

Es ist daher die Aufgabe der Erfindung, ein automatisiertes Verfahren zur Bestimmung post- 
translationalef. Aktivitaten vorzuschlagen, welches hochsensibel und unkompliziert funktio- 
niert und virtuell fiir alle Kinase- und Phosphathase - Aktivitaten anwendbar ist. Es sollen 
keine Farbstoffe, keine fluoreszierenden oder radioaktiven Substanzen verwendet werden. 

Durch schnelle Nachweise der posttranslationalen Aktivitaten und Tausenden von Kompo- 
nenten soil ein wesentlicher Beitrag auf den Gebieten der Forschung und Entwicklung von 
Pharmaka, der Grundlagenforschung der Umwelttechnologie und molekularer medizinischer 
Diagnostik geleistet werden, Mit den entsprechenden Geratesystemen erfolgt die Realisierung 
des Verfahrens. 
*• 

Erfindungsgemafi wird die Aufgabe wie folgt gelost, wobei hinsichtlich der grundlegenden 
Gedanken auf die Patentanspruche 1 verwiesen wird. Die weitere Ausgestaltung der Erfin- 
dung ergibt sich aus den Patentanspriichen 2 bis 9. 

Zur Darlegung der Erfindung sind weitere ErlSuterungen erforderlich. 

Die technische LSsung ermSglicht den schnellen und effektiven Nachweis der posttranslatio- 
nalen Aktivitaten in fliissigen Proben mit Analyten bzw. Enzymen, die auf Veranderungen der 
physikalisch-chemischen Eigenschaften der jeweils verwendeten Sensoren basieren. Die fliis- 
sigen Proben sind die Proben aus Zellen oder die Proben mit Test-Substanzen, denen Enzyme 
hinzugegeben werden. 

Die fur den Nachweis der posttranslationalen Modifizierungsaktivitaten entwickelten Senso- 
ren bestehen aus synthetisierten Proteinfragmenten bzw. Peptiden, die ein ^Recognition Site" 
fur Protein, Kinasen oder andere Enzyme enthalten. Auf die schematische Darstellung derarti- 
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ger Sensoren wird im Zusammenhang mit- den Erlauterungen zu den Ausftihrungsbeispielen 
eingegangen. Der ^Recognition Site" befindet sich zwischen zwei Gruppen der Aminosaure- 
reste Moiety 1 und Moiety 2, die die Anzahl von Aminosaure Resten 0 bis n haben und eine 
Reihe von geladenen Resten besitzen. Der Sensor ist derail: konstruiert, dass er eine 3- 
dimensionale (3-D) Struktur mit spezifischer Verteilung des molekularen elektrostalischen 
Potentials und ein molekulares Dipolmoment |i besitzt. Als Folge der o. g. posttranslationalen 
Aktivitaten wird ein Modifikationsrest innerhalb des Recognition Site umgewandelt. Dement- 
sprechend wird die elektrostatische Potentialverteilung verandert und es ergibt sich das Di- 
polmoment |u* des Sensors. Diese Ver&iderungen des Dipolmoments des Sensors werden mit 
Hilfe elektrischer oder optischer.Methoden, wie das in den Ausftihrungsbeispielen noch er- 
lautert wird, nachgewiesen. 

Die folgende Tabeile 1 zeigt Beispiele von Sensoren, die zum Nachweis von Protein Kinase A 
(PKA), Protein Phosphathase 2B (PP2B), Tyrosin Kinase. (TK), Tyrosin Phosphathase (TP) 
und Protein Kinase C (PKC) Aktivitaten verwendet werden konnen. 



Tabeile 1 : Primar Strukturen der Sensoren ( Fettdruck zeigt Modifikationsreste, Kursiv- 
Recognition Site). 



Moiety 1 


Recognition Site 


Moiety 2 


Aktivitat 


Sensor Nr. 


ELDVPIPGRFD 


RRVS 


VAAD 


PKA 


SI 


ELDVPIPGRFD 


RRVpS 


VAAD 


PP2B 


S2 


EI 


YETDYY 


D 


TK 


S3 


EI 


pYETDpYpY 


D . 


TP 


S4 


EPEAVAEHG 


DKKS 


KKAKKER 


PKC 


S5 



Die Entwicklung des Sensors mit gewtinschter 3D-Struktur erfolgt durch molekulare Model- 
lierung mit Hilfe von Bioinformatik-Methoden (z.B. Search in Swiss-Prot und PDB- 
Datenbanken, Optimierung der Struktur mit MOE oder SYBYL, Berechnung des molekularen 
elektrostatischen Potentials und des Dipolmoments der unmodifizierten und modifizierten 
Polypeptide). Hierzu wird verwiesen auf: 
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Brandt, W., Anders, A. and Vasilets, L. A. (2002) Predicted alterations in tertiary structure of 
the N terminus of the Na + /K + -ATPase a subunit caused by acidic replacement or PKC- 
mediated phosphorylation of Ser-23. Cell. Biochem. Biophys. 37:83-95. 

Beispiel: Das Dipolmoment des unphosphoryllierten PKC-Sensors 5 (S5) It. Tabelle 1 betragt 
ca. 203 D, wobei die Phosphoryllierung des Serins zur Orientierungsveranderung und Ver- 
minderung des Dipolmoments des Sensors auf 144 D fiihrt. 

Zusammenfassend ist bis hierher festzustellen: 

Die Erfindung basiert auf den Nachweis der posttranslationalen Aktivitaten in einer flussigen 
Probe auf Veranderungen physikalisch-chemischer Eigenschaften des Sensors ohne Markie- 
rung des Zielpeptides. Als Beispiel ;der experimentellen Verfahren zur Detektierung der Ver- 
anderungen des Dipolmoments des. Sensors konnen die Messungen der Veranderungen der 
Dielektrizitatskonstante (Permitivitat), Relaxationsstrome, Brechzahl, Dichte oder Intensitat 
des polarisierten Lichtes genannt werden. 

Die Erfindung soli nunmehr anhand von Ausfuhrungsbeispielen mit erganzenden Hinweisen 
erlautert werden. 

Die Figuren zeigen 

1 - Schematische Darstellung eines Sensors 

2 - Schematische Darstellung eines Gerates zum Nachweis der posttranslationalen Aktivitat 

mit Hilfe von optischen Messungen 

3 - Nachweis der Peptidmodifizierung durch Messungen der relativen Dielektrizitatskon- 

stante 8 

4 - Nachweis posttranslationaler Modifizierungsaktivitaten mit Hilfe differenzieller Messun- 

gen 

5 - Nachweis der Peptidmodifizierung durch Messungen der Frequenzverschiebung eines 

Oszillators 

In der Figur 1 zeigen die Bezugszeichen: 
1 - Reihe der Aminosaurereste (Moiety 1) 
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2 - Reihe der Aminosaurereste (Moiety 2) 

3 - Verbindung 

4 - Bindungsstelle 

5 - Festkorper 

X - Modifizierungsreste 

In der Figur 2 zeigen die Bezugszeichen 

6 - Lichtquelle 

7 - Polarisator 

8 - Messzelle 

9 - Lichtanalysator 
10- Lichtdetektor 

P - polarisiertes Licht : \ 

In Figur 3 A zeigt das Bezugszeichen 

1 1 - MeBzelle 

In Figur 4 A zeigen die Bezugszeichen 

1 2 - Frequenzgenerator 

13- Messkondensator CI 

14- Messkondensator C2 

1 5 - differenzieller VerstSrker 

1 6 - Wechselstrom/Gleichstrom-Wandler (AC/DC-Wandler) 

Figur 1 ist der Sensor, welcher erfindungsgemSB ein synthetisiertes Polypeptid darstellt, der 
ein ^Recognition Site" fUr Protein Kinasen oder andere Enzyme enthalt. Figur 1A zeigt die 
schematische Darstellung eines solchen Sensors. Der Recognition Site" mit einer oder meh- 
reren Modifikationsresten X befindet sich zwischen zwei Gruppen der Aminosaurereste 
(Moiety 1 und Moiety 2), die eine Reihe von geladenen Resten besitzen. Die Moieties 1 und 2 
sind zusammen mit dem Recognition Site derart aufgebaut, dass sie zu einer 3-dimensionalen 
(3-D) Struktur mit spezifischer Verteilung des molekularen elektrostatischen Potentials fdh- 
ren. Somit besitzt der Sensor ein molekulares Dipolmoment \x. Als Folge der o. g. posttrans- 
lationalen Aktivitaten wird ein Modifikationsr^st X innerhalb des Recognition Site in X* um- 
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gewandelt. Somit werden die elektrostatische Potenzialverteilung und das Dipolmoment des 
Sensors verandert (Figur IB). Diese Veranderungen der physikalisch-chemischen Eigen- 
schaften des Sensors werden mit Hilfe elektrischer oder optischer Methoden (siehe unten) 
nachgewiesen. 

In einer Variante der Erfindung kann der Sensor mit Hilfe einer flexiblen Verbindung 3 und 
einer Bindungsgruppe (His-tag) an einem mit Ni-NTA Resin-beschichteten Festkorper 5 befe- 
stigt befestigt werden (Firur 1), die eine Glasoberflache, eine Kunststofflcugel („bead") oder 
ein Dielektrikum darstellt. 

In einer anderen Variante der Erfindung kann der Sensor direkt an der mit Dielektrikum be- 
schichteten Festkorperoberflache synthetisiert werden. 

In einer weiteren Variante kann der Sensor in molekulare Form Wasser gelost sein. 

Figur 2 zeigt eine schematische Darstellung einer Methode zum Nachweis der posttranslatio- 
nalen Aktivitaten als Folge der Veranderungen optischer Eigenschaften der Probe mit dem 
Sensor. Eine Detektionszelle (Messzelle 8) mit. einer flussigen Probe und einem Sensor befin- 
det sich zwischen einer Quelle des polarisierten Lichts P und einem Lichtanalysators 9. Zwei 
dunne Glasplatten sind von innen mit einer Goldschicht und einem Dielektrikum uberzogen. 
Diese dienen als Kontaktelektroden. Die Intensitatsverariderungen des detektierten Lichts aI 
sind proportional dem cos 2 a (a ist der Rotationswinkel des polarisierten Lichts P): 



In Abwesenheit der^lektrischen Spannung sind die Dipolmolekule des Sensors wegen thermi- 
scher Bewegungen zufallig orientiert. Das Feld E bewirkt eine partielle Ausrichtung der Di- 
pole, denn es konkurriert mit der thermischen Bewegung der Molekule, die nach Bolzmann- 
statistik eine Zufallsverteilung der Dipolorientierungen anstreben. Unter den iiblichen Mess- 
bedingungen \xE « kT kann das mittlere Moment in Feldrichtung als: 



aI - cos 2 a 



0) 



M e/h ~ JiE/3kT 



(2) 
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berechnet werden, wobei n ist Dipolmoment einzelner Molekule, /7e - scheinbares mittleres 
Dipolmoment in Feldrichtung, E- Feldstarke, T- absolute Temperatur, k = 1,3807 ■ ] 0 23 JK' 1 . 
Da der Rotationsgrad des polarisierten Lichts proportional der optischen Aktivitat einer Probe 
mit Sensor, die andererseits proportional der Anzahl der Molekule in Feldrichtung ist, ergibt 
das: 

Al~cos 2 a~N = ju E /v = jiE/3kT (3) 

Andert sich das Molekulardipolmoment als Resultat einer posttranslationalen Aktivitat, ftihrt 
das zu Veranderungen der detektierten Lichtintensitat. 

GemaB einer anderen Variante zum Nachweis der posttranslationalen Aktivitaten wird die 
Dielektrizitatskonstante (Permitivitat) einer fltissigen Probe mit Sensor gemessen. Wie aus 
Figur 3 A ersichtlich, befindet sich die Probe in einer Detektionszelle (Messzelle 1 1), die als 
Kondensator dient Durch Einbringen eines polarisierenden Dielektrikums zwischen die Plat- 
ten eines Kondensators wird die elektrischen Feldstarke im Vakuum E 0 auf P/So reduziert: 

E-Eo-P/8 0 (4) 

wobei E 0 = E/e, und P - ist induzierte Polarisation des Dielektrikums mit einer Dielektri- 
zitatskonstante 8 . 
Das ergibt: 

8 = s 0 + P/E (5) 
Da Polarisation die Bedeutung eines Dipolinoments pro Volumeneinheit hat, ist P somit pro- 
portional dem scheinbaren mittleren Dipolmoment ju E , der nach Gleichung (2) ist 

Ji L : = ^i 2 E/3kT, das ergibt fur e: 

8 = e 0 + |x 2 /kT (6) 

Wird ein Dipolmoment aufgrund einer posttranslationalen Modifikation geandert, flihrt es zu 
Veranderungen der Dielektrizitatskonstante nach Gleichung (6). 

Werden die Sensormolekule (s) in Wasser (w) oder anderen Losungsmitteln gelost, muss die 
Molpolarisation von diesen berucksichtigt werden: 



P=P w -xw + Ps x s (7) 
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wobei x.s Molenbruch von Sensor -xs = n$/ (nw + ns) und xw ist Molenbruch von Wasser 
xv\ = n w / (n^ + n s ). 

Figur 3 B zeigt em Beispiel der Veranderungen der Dielektrozitatskonstante fur zwei syniheti- 
sierte Modellpeptide SI und S2 (Tabelle 1). 

Die in Wasser gelosten Polypeptide (SI) oder (S2) sind als Dielektrikum zwischen den Flck- 
trodenplatten des Messkondensators' (Messzelle 11), siehe Figur 3 A, angebracht. Polypeptid 
t:LDVPIPGRFD7?i?f / 5VAAD (SI) ist ein spezifisches Substrat fur Protein Kinase A. die 
Phosphoryllierung des Serins katalysiert. Die Dephoshoryllierung des Serins des Polypeptids 
Hl.DVPIPGRFD^f^SVAAD (S2) erfolgt durch Phosphathase PP2B. Die Dielektrizitats- 
konstante des unphosphoryllierten Polypeptides (SI) 83 betragt 76. wobei diese des phos- 
phoryllierten Polypeptides (S2) auf 70 reduziert ist. Somit ermoglichen diese Verfahren die 
Aktivitaten dieser Enzyme nachzuweisen. 

Zum Nachweis der Peptidmodifizierung im Versuch durch die Messungen der relativen Die- 
lektrizitatskonstante S ist noch zu erganzen: Vier |al von Proben mit jeweils Polypeptid SI 
(unphosphorylliert) oder S2 (phosphorylliert) (Tabelle 1), die in H 2 0 in Konzentration \A4 
mM gelost sind, werden unmittelbar zwischen die Elektrodenplatten eines Messkondensators 
emgetragen. Die Messungen der Dielektrizitatskonstante s erfolgen bei einer Temperatur 
l=23°C. Im vorliegenden Beispiel sollten die niedrigsten Probevolumen nicht untcr 4 |im lie- 
gen. Die Proteinkonzentrationen miissen sich im Millimolarbereich befinden, das kann die 
Verwendung dieser Messverfahren fur Biochips einschranken. 

Urn die Verwendung dieser Messverfahren fur Biochips zu ermOglichen, wurden differenzi- 
elte ICapazitatsmessungen entwickelt, die das Probenvolumen unter 0,5 sowie die Protein- 
Kouzentrationen auf 10" 5 M reduzieren. Die Figuren 4 A und 4 B zeigen die Ergebnisse sol- 
dier differenziellen Messungen. Besonders vorteilhaft ist die hohe Zeitauflosung dieser elek- 
tiischen Messungen, die im ms-Bereich liegt und hauptsachlich von der Schnelligkeit der Pro- 
beeintragung abhangig ist. Somit ermoglichen diese Verfahren nicht nur Modifizierungsakti- 
vitaten in kleinen flussigen Proben nachzuweisen, sondern auch deren ICinetik zu registrieren. 
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Bezuglich des Auibaus des Gerates fur differenzielle Messungen vvird auf Figur 4 A vcrwitr- 
sen. Das Messgerat besteht aus d€m Frequenzgenerator 12, den Messkondensatoren 13. 14. 
die in einer Chip-Platte integriert sind, dem Verstarker 15 und dem Wcchsel- 
strom/Gleichstrom-Wandler (AC/DC-Wandler) 16. Die Amplitude des Ausgangssignals, die 
proportional zur DitYerenz der Kapazitaten der Messkondensatoren 13 und 14 ist, wird in eine 
Gleiehspannungsdifferenz mit Hilfe von AC/DC-Wandler AU umgewandelt. Diese wurde und 
mit Hilfe eines Schreibers registriert (s. Figur 4B und 4C) oder mit Hilfe eines Analog / Digi- 
tal wandlers auf eine digitale Auswertung nachgeschaltet. 

Figur 4 B zeigt die differenziellen Messungen mit Sensoren fur Protein Kinase A Aktivitat: 
LiLDVPIPGRFDtftfKSVAAD (SI) und Phosphathase PP2B-Aktivitat: 

ELDVPIPGRFD/fK VpSV AAD (S2). 

Figur 4 C zeigt die differentiellen Messungen mit den Sensoren fur Tyrosin Kinase-Aktivitat 
El YETDYYD (S3) und fur Tyrosin Phosphathase-Aktivitat EIp YET Dp Yp YD (S4). 
Alie Sensoren sind in H 2 0 bei einer Konzentration von 20 \iM gelost und entweder in Mcss- 
kondensator CI 13 oder in C2 14 aufgetragen (siehe Beschriftung). Die Probenvolumen beira- 
gen 0.5 ]Lik Alle Messungen sind bei Raumtemperatur durchgefuhrt. 

Gemafi einer weitcren Variante der Verfahren zum Nachweis der posttranslationalen Aklivi- 
talen sind die in Wasser gelosten Polypeptide (SI) oder (S2) als Substrate in einer Messzeile 
angebracht, welche die lnduktivitat L und Kapazitat C besitzt und als Oszillator dient (Fi- 
gur5). Die Frequenz co des Oszillators lasst sich durch co =1/LC bestimmen, die mit holier Ge- 
nauigkeit (I0" 5 ) gemessen sein kann. Es ist eine deutliche Verminderung der Frequenz zu se- 
hen. wenn die Probe anstatt eines unphosphoryllierten Polypeptid SI ein phosphorylliertes 
Polypeplid S2 beinhaltet (Figur 5). 

Zum Nachweis der Peptidmodifizierung durch Messungen der Frequenzverschiebung eines 
( Jszillators wurde im Versuch wie folgt vorgegangen: 

Kin Rohrchen mit 150 |il von Proben rnit unphosphoryllierten Peptid SI oder phoshor> lliorlen 
Peptid S2 (Konzentration 1,14 mM fn H 2 0) ist als Kern in einer Induktionsspule eines Oszil- 
lators plalziert. Die Frequenz fist bei Temperatur t = 22 °C gemessen, f 0 = 5342,9 kl Iz. 
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Die Peptidmodifizierung lasst sich auch durch Messungen des Brechungsindex ermittcln. 
Nach einer MaxwelPsehen Theorie'des Magnetismus besteht zwischen der Dielektrizitatszahl 
und bei gleicher Frequenz gemessenen Brechungsindex n die Beziehung: 
S =* S/6 0 = n 2 . Das ermoglicht die durch posttranslationalen Aktivitaten induzicrle Ver- 
anderungen des molekularen Dipolmoments durch Veranderungen des Brechungsindex: 

n = (I + [a 2 /kT S 0 ) ,,? (8) 

zu detektieren. 

Da die flussigen Proben aus den Zellen oder Organismus sehr kompliziert sind und viele Pro- 
Urine und kleinere polarisierende Molekiile besitzen, fuhrt das zur groBen Variability der o.g. 
physikalisch-chemischen Eigenschaften soldier Proben. Um die posttranslationalen Aktivita- 
ten in komplizierten flussigen Proben nachzuweisen, ist es wichtig, differenzielle Messungen 
durehzufuhren. Dielektrizitatskonstante, Brechungsindex oder Lichtintensitat konnen z.B. als 
Differenz zwischen Proben mit und ohne Sensor oder vor und nach einer Inkubierung mit 
cinem Sensor detektiert werden. 

AbsehlieBend ist zusammenzufassen: 

Das o. g. Verfahren zum Nachweis posttranslationaler Modifizierungsaktivitaten ermoglicht 
den Nachweis der Protein Kinasen- und Phosphathasen-Aktivitaten unter Verwendung der 
vorher erlauterten Geratesysteme in einer Losung mit einem losen oder befestigten Sensor 
bzw. Proteinfragment. 

Durch differentielle Kapazitatsmessungen der posttranslationalen Modifizierungsaktivitaten, 
die in modifiziertem und nichtmodifiziertem Zustand unterschiedliche molekulare Dipolmo- 
mcnte besitzen. lassen sich die Probenvolumen unter 0,5 \x\ sowie die Sensor- 
Peptidkonzentrationen auf 10° M reduzieren. Somit ermoglichen diese Verfahren die Be- 
stimmung mehrerer Modifizierungsaktivitaten in miniaturisierten Probenvolumen und cine 
Registrierung deren Kinetik. 
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Die entwickelte Elektronik fur difFerenzielle Kapazitatsmessungen ermoglicht eine effektive 
uakomplizierte, schnelle und kostengunstige Detektierung posttranslationaler Modifizierungs- 
aklivitaten. 

Dor Anwendungsbereich der Erfindung erstreckt sich auf die Pharma-lndustrie, (grofte und 
niittlcre Pharma-Unternehmen), medizinische Diagnostik und Grundlagenforschung und auf 
Biotechnologie-Unternehmen mit der Zielstellung: 

• Verbesserung und Optimierung von Hochdurchsatz-Testreihen fiir neusynthetisierte und 
bereits vorhandene Verbindungen 

• Untersuchung deren hemmender Wirkung auf Protein Kinasen- und Phosphathasen- Akti- 
vitaten in vorklinischen Studien. 

Als Bcsonderheiten des erfindungsgemaBen Verfahrens sind hervorzuheben: 

• Die Moglichkeit der Kinetikmessungen mehrerer posttranslationaler Modifizierungsakti- 
vitaten 

• Vor&ussetzungen zur Messung sehr instabiler Modifizierungen wie Phosphoryllierung der 
Histamin und Arginin Aminosaure-Reste wurden geschaffen. 
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1. Verfahren zum Nachweis posttranslationaler Modifizierungsaktivitaten, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass irn Sinne eines Sensors Proteinfragmente bzw. Polypeptide herge- 
stelll werden, welche aus Aminosaureresten (Moieties K 2) bestehen, die eine Rcihc 
von geladenen Resten besitzen, und einer Recognition Site, welche Modifizierungsre- 
ste(n) (X) beinhaltet und eine molekulare elektrostatische Potentialverteilung aufwei- 
sen, wobei die elektrostatische Potentialverteilung als Dipolmoment gemessen wird. 
dem Sensor die Enzyme hinzugegeben werden, eine erneute Messung des Dipolmo- 
ments erfolgt und eine Veranderung des elektrostatischen Potentials und damit des Di- 
polmoments ein Nachweis der posttranslationalen Modifizierungsaktivitaten darstellt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Aminosaureresle 
(Moieties 1,2) eine Anzahl von 0 bis n haben und eine Reihe von geladenen Resien be- 
sitzen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Recognition Site niit 
dem Modifizierungsrest (den Modifizierungsresten) (X) eine Erkennungsgruppe dar- 
stellt/die Umwandlung des Modifizierungsrestes nur durch spezifische Protein Kinase 
oder Phosphatase ermoglicht. 

4. Verfahren nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet, dass die Aminosaureresle 
(Moieties 1, 2) zusammen niit der Recognition Site und Modifizierungsrest (den Modi- 
fizierungsresten) (X) eine 3D-Struktur mit herstellerseitig vorgegebener Verteilung des 
molekularen elektrostatischen Potentials und molekularen Dipolmoment aufweisen. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die synthetisierten 
Proteinfragmente entweder in einer Losung gelost sind oder an einem Festkorper (5) 
platziert sind. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass eine Veranderung der mole- 

kularen elektrostatischen Potentialverteilung des Protein fragments als Folge der post- 
translationalen Modifizierungsaktivitaten gemessen wird, indem die elektrostatische 
Potentialverteilung in eine andere physikalische MaBeinheit umgerechnet und als sol- 
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che ausgewiesen wild und die elektrostatische Potential veranderung in der veranderten 
GroBe der anderen physikalischen MaBeinheit gemessen bzw. aufgezeichnet wird. 

7. Verfahren nach Anspruch I und 6, dadurch gekennzeichnet, dass auf der Basis eincr 
differentiellen Kapazitatsmessung die posttranslationalen Modifizierungsaktivitaten 
ermittelt werden, indem die Veranderung als aU gemessen bzw. aufgezeichnet wird. 

8. Gei-atesystem nach Anspruch 1, 6 und 7. dadurch gekennzeichnet, dass zur Bereilstel- 
lung differenzieller Messergebnisse geeignete Messeinrichtungen als Bestandteile des 
Geratesystems die Differenz der Veranderungen ermitteln und diesen gegebenen falls 
ein differenzieller Verstarker (15) nachgeschaltet und danach ein Wechscl- 
strom/Gleichstrom-Wandler (16) angeordnet ist. 

9. Geratesystem zur Realisierung des Verfahrens nach Anspruch 1. 6, 7 und 8. dadurch 
gekennzeichnet, dass die im Ergebnis der Modifizierungsaktivitaten erfblgten Verande- 
rungen durch an sich bekannte Bauteile in analoge physikalische Messergebnisse uni- 
gewandelt werden, und diesen Bauteilen ein Analog/Digitalwandler im Hinblick auf 
die digitale Auswertung nachgeschaltet ist. 
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(57) Abstract: The invention relates to a method for the qualitative detection of post-translational modification activities in a small 
liquid sample from organism cells or test chemicals. Phosphorylation/dephosphorylation of proteins by kinases and phosphatases is 
an example of a post-translational modification. The method is characterised in that protein fragments or polypeptides are synthesised 
as sensors. The above comprise the part chains ( 1) and (2), containing charged amino acid groups and a recognition site with one or 
more modification group(s) (X). The sensor has a specific electrostatic potential distribution and a dipole moment. A modification 
of the sensors occurs on addition of enzymes, associated with a shift in the molecular electrostatic potential distribution and a change 
in the dipole moment. The potential shift is a determinator for post-translational modification activity. Several device systems are 
disclosed for the practical carrying out of the method. The method provides a rapid, highly sensitive and effective method for the 
detection of various types of post-translational activity, in particular, suitable for biological multi -detection systems (biochips and 
high throughput screening) and finds application in particular to the development of pharmaceuticals, medical diagnostics, basic 
research and environmental protection. 
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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum qualitativen Nachweis der posttranslationalen Mo- 
difizierungsaktivitaten in einer kleinen flussigen Probe aus Zellen des Organismus oder mit Test-Chemikalien. Als Beispiel einer 
posttranslationalen Modifizierung sei die Phosphorylierung-Dephosphorylierung der Proteine durch Kinasen und Phosphatasen ge- 
nannt. Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass im Sinne eines Sensors Proteinfragmente bzw. Polypeptide synthetisiert 
werden. Diese bestehen aus den Teilketten 1 und 2, welche geladene Aminosaurereste enthalten und eine Erkennungsstelle, welche 
einen oder mehreren Modifizierungsrest(e) (X) besitzt. Somit besitzt der Sensor eine spezifische elektrostatische Potentialverteilung 
und ein Dipolmoment. Durch Zugabe von Enzymen erfolgt eine Modifizierung des Sensors, was mit Verschiebung der moleku- 
laren elektrostatischen Potentialverteilung und Veranderung des Dipolmoments verbunden ist. Die Potentialverschiebung ist ein 
Nachweis der posttranslationalen Modifizierungsaktivitaten. Verschiedene Geratesysteme werden zur praktischen Umsetzung des 
Verfahrens vorgeschlagen. Die Erfindung stellt ein schnelles, hochsensibles und effektives Verfahren zum Nachweis der verschie- 
denen Typen der posttranslationalen Aktivitaten dar, das besonders im Bereich der biologischen Multidetektionssysteme (Biochips 
bzw. M high-throughput screening") geeignet ist und wird hauptsachlich bei der Entwicklung von Pharmaka, medizinische Diagnos- 
tic Grundlagenforschung und Umweltschutz zur Anwendung komraen. 



